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Das Photoedukt 1 wurde durch Sy2-Substitution von O-Trifluorme-

thansulfonyl-L-milchsdureethylester mit 4-Tosylamino-2-siloxybutter-

sduremethylester und anschlieSende Dess-Martin-Periodinan-Oxida-
tion hergestellt. Die Struktur lie sich durch Elementaranalyse, NMR-

Spektroskopie und vergleichende CD-Spektroskopie bestitigen.

Die Photocyclisierungen von 1 (2 mum in Benzol) wurden bei 20 °C mit

einer 150-W-Hg-Hochdrucklampe (Heraeus, TQ-150, Pyrexglas,

3 mm Schichtdicke) durchgefiihrt. Die Bestrahlungsdauer hing von

den Reaktionsbedingungen ab (Benzophenon: 20 min; Ar, O,: etwa

2 h; Naphthalin, Isopren: etwa 10 h). Nach 80—90 % Umsatz wurden

die Ausbeuten (Tabelle 1) direkt per analytischer HPLC bestimmt

(Sdule: Daicel Chiralcel OD, Laufmittel: Hexan/Isopropylalkohol,

3/1); die angegebenen Ausbeuten sind umsatzbezogen. Eine Verrin-

gerung der Bestrahlungszeiten haben niedrigere Ausbeuten, aber

keine Anderung der Produktverhiltnisse zur Folge. Die vier Produkte
konnten durch préparative HPLC mit dem gleichen chiralen Séulen-
material isoliert werden. Der Strukturbeweis basiert auf Kristall-
strukturen der Derivate 3 und 4, deren OH-Gruppen mit (+)- bzw.

(—)-Camphansiurechlorid verestert wurden. Die kristallographischen

Daten (ohne Strukturfaktoren) der in dieser Veroffentlichung be-

schriebenen Strukturen wurden als ,,supplementary publication no.*

CCDC-116102 und -116103 beim Cambridge Crystallographic Data

Centre hinterlegt. Kopien der Daten konnen kostenlos bei folgender

Adresse in Grofbritannien angefordert werden: CCDC, 12 Union

Road, Cambridge CB21EZ (Fax: (+44)1223-336-033; E-mail:

deposit@ccdc.cam.ac.uk).

Norrish-II-Photoeliminierungen von a-Oxoestern, die in Gegenwart

von Triplett-Quenchern iiber S;-Spinisomere verlaufen, sind bekannt:

S. Davidson, D. Goodwin, P. Fornier de Violet, Tetrahedron Lett. 1981,

22, 2485.

Der Begriff Chiralitits-Memory-Effekt wird hier gebraucht, wie er

von Fuji und Kawabata vorgeschlagen wurde: K. Fuji, T. Kawabata,

Chem. Eur. J. 1998, 4, 373. Die Chiralitdt eines sp>-Zentrums geht

verloren, weil es in ein sp?>-Zentrum iiberfiihrt wird. Dennoch entsteht

in einer enantioselektiven Reaktion aus diesem sp?-Zentrum ein sp’-
hybridisiertes Chiralitdtszentrum. Zur Diskussion des Memory-Ef-

fektes bei photochemischen Reaktionen siehe: a) A. G. Griesbeck, H.

Mauder, S. Stadtmiiller, Acc. Chem. Res. 1994, 27,70; b) J. C. Scaiano,

Tetrahedron 1982, 38, 819.

Moglicherweise beschleunigt O, den Triplett-Singulett-Ubergang des

Diradikals 2. Damit wiirde die Lebensdauer des Triplettzustandes so

stark verringert werden, dafl der Anteil der Racemisierung der

helikalen Triplett-Zwischenstufe sinkt: W. Adam, S. Grabowski, R. M.

Wilson, Chem. Ber. 1989, 122, 561; R. D. Small, J. C. Scaiano, J. Am.

Chem. Soc. 1978, 100, 4512.

[10] Die Zerfalls-Quantenausbeute von 1 unter Triplett-Bedingungen
(Toluol, N,) wurde nach der Aktinometer-Methode zu 0.07 £ 0.02
bestimmt (trans-Azobenzol als Referenz).

[11] Zu den Unterschieden angeregter Singulett- und Triplettzustéinde bei
intermolekularen H-Abstraktionen siche: W. M. Nau, F. L. Cozens,
J. C. Scaiano, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 2275.

[12] Die Triplett- und Singulettenergien fiir einen zu 1 analogen Oxoester
mit Glycin statt Alanin haben wir zu 68 bzw. 87 kcalmol~! bestimmt.
Die Triplett- und Singulettenergien von Naphthalin betragen 60 bzw.
92 kcalmol~!, wobei die Lebensdauer des S;-Zustandes mit 96 ns lang
genug fiir eine diffusionskontrollierte Energieiibertragung in 1m
Naphthalinlgsung sein sollte.
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[13] Die quantenchemischen Abschitzungen wurden nach der Unrestric-
ted-Hartree-Fock-Methode mit dem 3-21G*-Basissatz berechnet
(Gaussian 94). Fiir die Berechnung der Energie der Singulett-
Diradikale wurde das Stichwort ,,guess=mix“ verwendet. Unsere
Dichtefunktionaltheorie(DFT)-Rechnungen des Singulett-Diradikals
2 haben bislang noch nicht zur Konvergenz der Energien gefiihrt. Zu
DFT-Rechnungen von Singulett-Diradikalen siehe: E. R. Davidson,
Int. J. Quant. Chem. 1998, 69, 241; J. Grifenstein, E. Kraka, D.
Cremer, Chem. Phys. Lett. 1998, 288, 593.

[14] Die Struktur von 5 wurde durch MS und 600-MHz-NMR-Spektros-
kopie (zwei Diastereomere im Verhiltnis von etwa 1:1) aufgeklirt.

Spontane Entstehung der bioaktiven Form des
Tuberkulosemedikaments Isoniazid**

Martin Wilming und Kai Johnsson*

Tuberkulose ist weltweit eine der hiufigsten Todesursachen
und Isoniazid 1 seit 45 Jahren das wichtigste Medikament zur
Bekdmpfung ihres Erregers, Mycobacterium tuberculosis.!"
Trotz der zentralen Bedeutung von Isoniazid ist dessen
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Wirkungsmechanismus noch ungeniigend verstanden. Gegen-
wartig wird angenommen, daB Isoniazid in M. tuberculosis
durch die Katalase-Peroxidase KatG iiber das Isonicotinoyl-
radikal 3 zur Séure oxidiert wird (siche Schema 1).2l Aus der
Metabolisierung des Medikaments resultiert eine Inhibierung
der Synthese von Mycolsduren, das sind langkettige Fett-
sduren, die eine zentrale Rolle beim Aufbau der mycobakte-
riellen Zellwand spielen.’! Bisher sind zwei Enzyme der
Fettsdure-Biosynthese bekannt, die durch Isoniazid inhibiert
werden konnen: die Enoyl-Acyl-Carrier-Protein(ACP)-Re-
duktase InhA und die S-Ketoacyl-ACP-Synthase KasA.M
InhA Kkatalysiert die Reduktion von ACP-gebundenen a,f-
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ungesittigten Fettsduren durch NADH.P! Die Oxidation von
Isoniazid in Gegenwart von InhA und dem Cofaktor NADH
oder NAD" fiihrt zur Inhibierung von InhA.l Durch die
Aufklarung der Kiristallstruktur des resultierenden InhA-
Inhibitor-Komplexes konnte 2 als Inhibitor von InhA identi-
fiziert werden.[’) Es wurde vorgeschlagen, daB 2 ausschlieBlich
im aktiven Zentrum von InhA gebildet wird, wobei als
Mechanismus die Rekombination von 3 mit einem aus
NADH gebildetem NAD-Radikal favorisiert wurde.”” Ein
unserer Meinung nach plausibler Mechanismus zur Bildung
von 2 wire die direkte Addition von 3 an das elektrophile
NAD™ mit anschlieBender Reduktion der Zwischenstufe 4 im
Sinne einer Minisci-Reaktion (Schema 1).Bl Die Geschwin-
digkeitskonstanten fiir die Addition von Acylradikalen an

0.
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_N2 3
—— J —
N
3

Schema 1. R = ADP-Ribose.

protonierte Pyridine und andere elektronenarme Heterocy-
clen liegen im Bereich von 10°M~'s~ LI so daB die selektive
Bildung von 2 also durch die intrinsische Affinitdt von
Acylradikalen fiir elektronenarme Heterocyclen wie NAD*
erklirt werden konnte. Zur Uberpriifung unseres postulierten
Reaktionsmechanismus haben wir deshalb zunéchst unter-
sucht, ob 2 iiber NADH oder NAD™ gebildet wird und ob in
beiden Fillen tatsdchlich der gleiche Inhibitor entsteht. Zu
diesem Zweck wurde InhA mit Isoniazid, Peroxidase, Mn?*
sowie NADH oder NAD®" inkubiert und anschliefend
dialysiert.”] Die Analyse der dialysierten Reaktionsansétze
durch matrixunterstiitzte Laserdesorptions-/ionisations-Mas-
senspektrometrie (MALDI-MS) erméglicht dann unter an-
derem den Nachweis von Molekiilen, die von InhA gebunden
werden. Sowohl bei den Inkubationen mit NADH als auch
mit NAD* konnte ein Molekiil mit einer Masse von 770.1 Da,
was der Molekiilmasse von 2 entspricht, detektiert werden.
Die HPLC-Analyse der Produktzusammensetzung von Reak-
tionsansitzen, wie sie fiir In-vitro-Inaktivierungsexperimente
mit NADH typisch sind, ergab, dal neben der Oxidation von
Isoniazid zu Isonicotinsdure auch eine Oxidation von NADH
zu NAD* stattfindet.'] So enthilt ein Reaktionsgemisch aus
100 pm Isoniazid, 70 um NADH, 2 pm KatG und 0.2 um MnCl,
bei pH 7.5 und 25°C nach 10 min 18 um Isonicotinsdure und
5.6 um NAD™. 2 konnte also sowohl bei den Inkubationen mit
NADT als auch mit NADH iiber NAD™ gebildet werden. Um
zu untersuchen, ob 2 auch ohne InhA gebildet wird, wurde
Isoniazid in Gegenwart von NAD™* oxidiert und die Reaktion
per HPLC verfolgt (Abbildung 1a). Neben dem Peak fiir
Isonicotinsdure treten mehrere Peaks (A -E) mit hoherer
Retentionszeit als der fiir NAD*' auf. Die Analyse durch
MALDI und LC/ESI/MS/MS ergab, daB3 die Produkte B—-E
eine Molekiilmasse von 770.1 Da aufweisen und dem MS/MS-
Fragmentierungsmuster zufolge durch Modifikation von
NAD* am Nicotinamidring entstehen. Die Produkte B—-E
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Abbildung 1. a) HPLC-Analyse eines Reaktionsansatzes von 100 um Iso-
niazid, 70 um NAD, 2 um KatG und 0.2 um MnCl, bei pH 7.5 (100 mm
Na,HPO,) und 25 °C."l b) Re-Injektion von D. c¢) Re-Injektion von E.

geben die fiir Dihydropyridin-Derivate charakteristischen
UV-Spektren (1,,,,=330 (B), 319 (C), 333 (D), 320 nm
(E)).'1 Bei B-E handelt es sich also um 2 und/oder
entsprechende Isomere. Durch Isolierung von B-E konnte
gezeigt werden, daBB A (M =768.1 Da) in einer Folgereaktion
spontan aus B-E entsteht. Diese Umsetzung kann durch
Peroxidase katalysiert werden. Die Produkte B und E sowie C
und D stehen jeweils in einem dynamischen Gleichgewicht,
d.h., bei der HPLC-Analyse einer isolierten einzelnen Kom-
ponente werden wieder zwei Peaks erhalten (Abbildung 1b
und c). Verfolgen der Absorption bei 330 nm sofort nach der
Isolierung von E durch HPLC ergab, da3 es sich bei der
Einstellung des Gleichgewichts zwischen B und E um einen
Prozef} erster Ordnung mit einer Geschwindigkeitskonstan-
ten von 0.3 min~! handelt. Das Produkt B/E ist in In-vitro-
Assays mit 2-trans-Octenoyl-CoA als Substrat ein kompeti-
tiver Inhibitor von InhA (K;=100+50 nm), wihrend die
Produkte A und C/D InhA nicht signifikant inhibieren.!"?! Die
im Vergleich zu B/E und C/D hohere Stabilitit von A
ermoglichte dessen NMR-spektroskopische Charakterisie-
rung. Die aus 'H-TOCSY- und ROESY-NMR-Spektren
erhaltenen Daten sind in Einklang damit, daf es sich bei A
um die Verbindung 5 handelt, wobei 5§ unter diesen Bedin-
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gungen als Gemisch aus zwei sich in einem dynamischen
Gleichgewicht befindlichen Verbindungen vorliegt (Abbil-
dung 2). Unter Beriicksichtigung der erhaltenen MS-, UV-
und NMR-Daten sowie der Ergebnisse der enzymatischen
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Abbildung 2. Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von A (=5, ca.
1.5 mm; H,O/D,0 (9/1), pH 5.5, 25°C, 600 MHz). Die Peaks sind entspre-
chend den Beschriftungen in der Formel von 5 gekennzeichnet. Der
langsame chemische Austausch der im Gleichgewicht stehenden Verbin-
dungen konnte durch Kreuz-Peaks im zugehorigen ROESY-NMR-Spek-
trum nachgewiesen werden.

Assays und der publizierten Kristallstruktur des InhA-Inhi-
bitor-Komplexes ordnen wir dem Produkt B/E die Struktur 2,
C/D die Struktur 6 und A die Struktur 5 zu (Schema 2). Der
Angriff von 3 am C-4-Atom von NADT in Losung ist
demnach beziiglich der Re- oder der Si-Seite des Nicotin-

NAD* + 3

Schema 2. R = ADP-Ribose.

amids unspezifisch. Durch Oxidation kann aus 2 und 6 jeweils
5 gebildet werden. Fiir die beobachteten dynamischen
Gleichgewichte kommen unserer Meinung nach zwei Erkla-
rungen in Frage: Zum einen erscheint eine gehinderte
Rotation um die Bindung zwischen der Isonicotinoylgruppe
und dem C-4-Atom des Nicotinamids moglich. Die Aufspal-
tung der 'H-NMR-Signale der Adenosin-Protonen der im
chemischen Austausch stehenden Verbindungen 5 deuten
weiterhin auf eine Stapelung zwischen dem Purinrest und dem
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Isonicotinoyl-Nicotinamid-Addukt hin, welche die Rotation
der Isonicotinoylgruppe beinflussen konnte. Eine alternative
Erkldrung wire, daf3 2, § und 6 jeweils im Gleichgewicht mir
ihrem Hydrat stehen. Die Gleichgewichtskonstante der
Hydratbildung betrégt fiir Pyridin-4-aldehyd K4, =2 und
die Geschwindigkeitskonstante fiir die Einstellung des
Gleichgewichts bei pH 7.2 und 0°C 2.5 min~"[%l Bei Inkuba-
tion von B/E in H,"®O wird ein 'O-Atom in B/E eingebaut,
wie durch MALDI-MS-Analyse nachgewiesen wurde.

Um das postulierte Reaktionsschema weiter zu iiberpriifen,
wurden die Produkte der Reaktion von Isoniazid mit (4-’H)-
NAD* untersucht.'¥ Da bei den Produkten B-E nach 24-
stindiger Inkubation bei pH 7 und Raumtemperatur kein
Austausch des Deuteriums durch MALDI-MS festgestellt
werden konnte, kann eine Epimerisierung an C-4 als Ursache
fiir das Gleichgewicht zwischen B und E sowie zwischen C
und D ausgeschlossen werden. Wie nach Schema 2 zu erwar-
ten, wird bei der Umsetzung von B/E und C/D zu A das
Deuteriumatom an C-4 verloren. Auch eine Epimerisierung
zwischen a- und $-NAD-Addukten als Erkldarung fir die
beobachteten Gleichgewichte kann ausgeschlossen werden,
da ausgehend von a-NAD™ oder f-NAD* Hauptprodukte mit
identischer Masse (770.1 Da), aber unterschiedlichen HPLC-
Retentionszeiten erhalten wurden.

Die hier vorgestellten Daten stiitzen klar den vorgeschla-
genen Reaktionsmechanismus, auch wenn fiir ein detailliertes
Verstiandnis der beobachteten dynamischen Gleichgewichte
weitere Experimente erforderlich sind.

Die Gesamtausbeute fiir die NAD-Addukte A —E bezogen
auf den Umsatz von Isoniazid unter den in Abbildung 1
gezeigten Bedingungen (mikromolare Konzentrationen an
Isoniazid und NAD™) betrégt ca. 50 %. Die effiziente Bildung
der Isonicotinoyl-NAD-Addukte in Abwesenheit von InhA
ist nach unserer Meinung fiir das Verstdndnis der Wirkungs-
weise von Isoniazid von groBer Bedeutung. Da die Kon-
zentration an NAD* in M. tuberculosis auch im mikromolaren
Bereich liegt,!] postulieren wir, daB 2 im Bakterium iiber
NAD* und auBlerhalb des aktiven Zentrums von InhA
gebildet wird und daf die intrazelluldre Bildung des Inhibitors
somit auf die schnelle Addition von Acylradikalen an elek-
tronenarme Heterocyclen zuriickzufiihren ist. Beriicksichtigt
man weiterhin die geringe Bindungsaffinitdt von InhA fiir
NAD™* (K;=4 mM) und die damit verbundene geringe Kon-
zentration an InhA-gebundenem NAD*F! erscheint die
ebenfalls mogliche Addition von 3 an NAD* im aktiven
Zentrum von InhA &duBerst unwahrscheinlich. Die Katalase-
Peroxidase KatG spielt ebenfalls keine aktive Rolle bei der
Addition von 3 an NAD™*, denn sowohl die Ausbeuten an
Isonicotinoyl-NAD-Addukten als auch die Produktzusam-
mensetzungen sind bei den Oxidationen von Isoniazid mit
Mn?** oder KatG gleich. Entscheidend fiir die Wirkungsweise
von Isoniazid ist demnach die effiziente Bildung der Isonico-
tinoyl-NAD-Addukte im Sinne einer Minisci-Reaktion und
das inhibitorische Potential von 2 (=B/E), dessen K;-Wert mit
100 nM (siehe oben) um einen Faktor von ca. 100 unter dem
Ky-Wert von InhA fiir NADH liegt.F!

Anhand des vorgeschlagenen Reaktionsmechanismus las-
sen sich auch die Befunde, dal3 einige Isoniazid-resistente
Mycobakterien durch Defekte in NADH-Dehydrogenasen

0044-8249/99/11117-2726 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 1999, 111, Nr. 17



ZUSCHRIFTEN

ein im Vergleich zum Wildtyp verringertes Verhéltnis von
NAD*/NADH aufweisen und daB die Uberexpression von
NAD"-bindenden Proteinen zu einer erhohten Isoniazid-
Resistenz fithren kann, neu interpretieren.!'! Eine niedrigere
intrazelluldre Konzentration an freiem NAD™ sollte dem hier
vorgestellten Mechanismus zufolge direkt zu einer vermin-
derten Bildung des Inhibitors fiihren.

Die hier vorgestellte spontane Bildung der bioaktiven Form
von Isoniazid vereinfacht die bisherigen Vorschldage zur Wir-
kungsweise des Medikaments betrachtlich und sollte dariiber
hinaus dazu beitragen, das Auftreten von Isoniazid-resisten-
ten Mycobakterien auf molekularer Ebene zu verstehen.

Eingegangen am 16. Mérz 1999 [Z13168]
International Edition: Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 2588 —2590

Stichworter: Bioorganische Chemie - Cofaktoren « Enzym-
inhibitoren - Enzymkatalyse
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Ein bis-vinyloges Corrol: das erste expandierte
Corrol**

Roberto Paolesse,* Richard G. Khoury,
Fabio Della Sala, Corrado Di Natale,
Francesco Sagone und Kevin M. Smith*

Tristano Boschi in memoriam

Das in der Natur weitverbreitete Porphyrinsystem 1 ist fiir
den Ablauf biologischer Prozesse von entscheidender Bedeu-
tung.l!!l Die Vielfalt seiner Eigenschaften hat das Interesse an
Porphyrinanaloga, wie kontrahierten, expandierten oder iso-
meren Porphyrinen, geweckt.?l Das urspriingliche Ziel der
Untersuchungen von Analoga war die Erforschung der
Struktur-Aromatizitits-Beziehungen.’!l. Dabei ergab sich,
daB kontrahierte, expandierte und isomere Porphyrine oft
aus den entsprechenden Porphyrinen nicht ableitbare Eigen-
schaften aufweisen.>3 Ein typisches Beispiel eines expan-
dierten Porphyrins ist das bis-vinyloge Porphyrin 2. Franck
et al.¥ untersuchten an solchen Makrocyclen die Aromatizi-
tit expandierter Annulene. Auch als Photosensibilisatoren
bei der photodynamischen Therapie wurden diese Makro-
cyclen genutzt. [+

Wir interessieren uns seit einiger Zeit!! fiir die Chemie von
Corrol 3, dem prototypischen Norporphyrin, bei dem eine der
meso-Kohlenstoffbriicken fehlt. Die Verbindung hat kiirzlich
aufgrund einiger unerwarteter FEigenschaften neuerliches
Interesse erfahren.l®l Die Beziehung zwischen Porphyrin und
Corrol veranlaffte uns zu versuchen, ein 2 #hnliches bis-
vinyloges System vom Typ 4 herzustellen. Unser Zielmolekiil
5 wiirde nach der von Franck!® %! vorgeschlagenen Nomenkla-
tur als [22]Porphyrin(3.1.3.0) bezeichnet werden. Seine Syn-
these und Charakterisierung wird im folgenden beschrieben.
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